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BMP4Induces Primitive Endoderm But Not Trophectodermin Monkey
EmbryonicStem Cells
（BMP4はサルES細胞を栄養外胚葉でなく胚体外内胚葉へと分化させる）
目的：サルES細胞はヒトES細胞と類似の形態を示し、移植などの再生医療における霊長類のモデ
ルとして有用である。マウスES細胞において、bone morphogenetic protein4（BMP4）は1eukemia
inhibitory factor（LIF）と共に未分化の維持に重要な役割を果たしている。しかしヒトES細胞では
BMP4とLIFの存在下では未分化を維持できず、BMP4は胚体外組織であるtrophob］astへの分化
を促すことが報告されている。またヒトES細胞ではbasicfibroblast grothfactor（bFGF）が未分化の
維持に不可欠であるが、その機能についてサルES細胞と異なる可能性があると報告されている。今
回、ヒトES細胞と類似したカニクイザルES細胞においてBMP4がヒトES細胞と同様に胚体外組織
への分化を促すのか、あるいはヒトES細胞とは異なるのかを検討した。
方法：滋賀医科大学動物生命科学研究センターで樹立した2種類のサルES細胞株を用いた。マウ
乱スフィーダー細胞上にて培養したES細胞をコラゲナーゼ処理し、小コロニーを調製した。これらをゼ
ラチン処理ディッシュに播種し、BMP4（1，10，100ng／ml）の存在下・非存在下でKSR添加無血清培地
を使用して培養した。3日目、7日目、14　日目に　RNA　を抽出し、リアリアルタイム　RT－PCR
（qRT－PCR）により分化マーカーの発現を調べた。発現のみられた分化マーカーについて7日目にお
いて免疫染色をおこなった。さらにフローサイトメトリーを用いて蛍光強度を検討した。
結果：＜細胞形態＞BMP4添加群において、平坦で、核が大きいほぼ均一な細胞群に分化した。
一方、非添加群では不均一で繊維芽細胞や神経細胞など多様な細胞への分化がみられた。
＜qRTrPCRによる検討＞はじめにHandl，Cdx2，cc－βなどのtTOPhoblastへの分化を示すマーカ
ーを調べたが、発現がみられなかった。このため、その他の系への分化の可能性を考えて検討し
た。まず、中胚葉への分化を示すBrachyuryの発現はみられなかった。Oct4，Nanogといった未分
化を示すマーカーは3　日目より速やかに発現が減少した。その他の未分化マーカーであるSox2，
Nestinは、コントロール群やBMP4添加1ng／ml群では下降がみられなかったが、BMP4添加
10，100ng／ml群では速やかに下降した。これに対して、BMP4高濃度添加群においてGata6，Gata4，
LapininBl，AFPなどのprimltive endodermおよび派生したものの分化を示すマーカーの上昇がみ
られた。Gata6はprimitiveendoderm，Gata4はviceralendoderm，LamininBlはParietalendoderm，
AFPは初期のvisceralendodermのマーカーであるが、それぞれ濃度依存性に3日目より発現の増
加がみられた。
（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、2千字
程度でタイプ等で印字すること。
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また、de玩1itive endoderm（内胚葉）への分化を示すCxcr4については、コントロールおよびBMP4添
加1ng／ml群では促進されるが、BMP4添加10，100ng／ml群で抑制されることがわかった。さらに
prlmitjve ectoderm（原始外胚葉）への分化を示すfgf5についても調べたが、BMP410，100ng／ml群
では発現は増加しなかった。以上より、BMP4を10ng／ml以上添加することにより、未分化マーカー
は発現が抑制され、Prlmitiveendodermへの分化を示すマーカ一一の発現を促進したと考えられた。
＜免疫染色＞primitive endodermへの分化を示すGata6，Gata4，LamlninBlについて、7日目に
おいて免疫染色を行ったところ、BMP4添加群にのみ発現が認められた。それに対し、Nestlnではコ
ントロール群の約半数に認められたが、BMP4添加群では発現がみられなかった。
＜フローサイトメトリー＞Gata6およびGata4陽性の細胞について、フローサイトメトリーにて検討した
ところ、Gata6においては3日目より陽性細胞の増加を認め、7日目では大部分の細胞が陽性になっ
た。Gata4でも同様の傾向が見られた。これらの結果は上記のqRT－PCRおよび免疫染色の結果を
支持するものであった。
考察：上記結果より、BMP4は、未分化マーカーであるOct4，Nanogを速やかに低下させることがわ
かった。Sox2は未分化マーカーでもあるが、trOPhoblast stem ce日でも発現しており、trOPhoblastへ
の分化を示す指標とも考えることができるが、BMP4で3日目より速やかに低下していることや、その
他のCDX2やCGNβの発現もみられないことから、ヒトES細胞のようにtrophob】astへ分化を促進し
ないと考えられた。それとは対照的にBMP4は、胚体外組織であるprimitive endodermへの分化を
示すGata6、それに派生して分化していくvICeral endoderm，Parietal endodermのマーカーである
Gata4，LamininBlの発現を速やかに促進した。さらに胚体への分化を示すBrachyury（中胚葉），
Cxcr4（内胚葉），FGF5（外胚葉）それぞれのマーカーの発現も抑制していることから、BMP4は
primitlVeendodermへの分化を誘導していると考えられた。
結論：サルES細胞において、BMP4はtrophoblastへの分化は誘導せず、prirnitive endodermへの
分化を誘導することが示された。
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（学位論文審査の結果の要旨）
サルES細胞はヒトES細胞と類似の形態を示し、着床及び着床後の胚発生における
モデルとして有用である。本研究ではカニクイザルES細胞における形質転換増殖因子
βスーパーファミリーに属するBMP4の効果を検討した。BMP4は、未分化マーカーを
速やかに低下させることがわかった。BMP4はヒトES細胞と異なりカニクイザルES
細胞においてtrophoblastマーカーの発現を促進せず、胚体外組織であるprimitive
endodermへの分化を示すマーカーの発現を速やかに促進した。さらに胚体への分化を
示すマーカーの発現も抑制していることから、BMP4はprimitive endodermへの分化を
誘導すると考えられた。
本研究は、カニクイザルES細胞において、BMP4がヒトES細胞と異なる働きをす
ることを示した。一方、サルES細胞が胚発生のどの過程で有用なモデルになるかを今
後さらに検討していく必要があることも示された。以上により博士（医学）の学位を授
与するに値すると評価された。
（平成JI年上月Cワ日）
